Roller Tubeによるインフノレエンザ・ウイルスの培養に関する研究 by 藤谷 寛美
札幌医i誌　7（1），1～8（1955）
Roller　Tubeによるインフルエンザ・ウイルス
の培養iに関する研究
　　　　　藤　谷　寛　美
札幌医科大学衛生学教室　（主任 金光教授）
Studies　on　the　Cultivation　of　lnfiuenza　Virus　in　Roller　Tube
　　　　　　　　　　　　By
　　　　　　　　　HiRoMi　li”uJiyA
D・卿襯・物び鞠9瀦，SαPP・γ・1σ吻・γ・吻q佃4・eltCi・re・
　　　　　　（Chief：　Prof．　M．　KAivAAIITsv）
　Smith等がフエレットを用いてインフルエン
ザ・ウイルス脚下イ・ウイルスと記す）の分離に
成功して以来，本ウイルスの分離培養については
多くの考案が重ねられてきたが，Pearson等1）は，
最近ウイルスの研究に広く応用されているRoller
tube法を用いて本ウイルスの組織培養を試み，次
いでFulton＆Armitage等し））長沢等3）も本法或い
はこれと類似の装置を用いてイ・ウイルスの培養
を行っている。しかしこの方法をイ・ウイルスに
対する血清中和抗体の測定に応用した報告は意外
に少なく，僅かにFultonの報告を見るに過ぎな
い。
　よって私は：Roller　tubeを用いてイ・ウイルス
に対する中和抗体を集団的に測定する際の，組織
培養に関する各種条件を知るために，以下の実験
を行った。
實験方法
　実験に用いた装置は直径45enのドラムに口径1．5cmの
試験管180本を納め，1／8馬力のモーターにより任意の速
度で廻転するように設計したものである。イ・ウィルスと
しては，われわれ4）が1953年の洗行時に分離し，その後発
育鶏卵の漿尿膜腔に継代している三沢株〔Aプライム型）を
使用した。Pearson等1），　Weller等5）は鶏胎の各種組織こ
ついて，イ・ウイルスの増殖を比較しているが，上述の如
く本研究は申和抗体の大量測定をこの方法によって簡易化
することが目的であるから，培養上の手技を容易にするた
めに組織としては発育鶏卵の漿尿膜のみを用い，且つ組織
は試験管壁に固定せずに，培養野中に浮游させる方法を採
った。培養温度は全実験をとおして37．Cとし，培養終了後
組織片を除いた培液について，Salkの方法に従って鶏血球
による凝集国劇を行い，血球凝集価によりウイルスの増殖
状態を甲山した。’
實験成績
A．培液に封ずる條件
　Rollev　tubeによりイ・ウイルスを培養する際に用いる
三二については，Hanks氏液，　Simm氏液，　Tyrode氏液，
生理的食塩水及びこれ等を基質として種々の考案が試みら
れているが，最近Fulton等2）け独自の培液を用いて良好
な成績を得たと報告しているので，以下の実験には総てこ
の培液を用いた。その処方は次の如くである。
a）　NaCI
　　CaClg
　MgCIL］6H：，O
　GIucose
　Aq．　dest．
b）　NaL）H　PO4
　Aq．　dest．
　8．0　g
　O．2　g
　O．59
　1．0　g
1，000　cc
9．473　g
1，000　ee
1）　Pearson，　H．　E．　＆　Enders，　J．　F．　：　Proc．　Soc．　Exp．
　Biol．　＆　Med．　48，　140（1941）．
2）　Fulton，　E　＆Armitagq　P．　：　」．　HYg．　49，　247　（1951＞．
3）長沢・安村：Virus　3，200（1953）．
4）金光・他：札幌医誌6，11（1954）．
5）　Weller，　T．　H．　＆　Enders，　J．　F．　：
　Biol．　＆　Med．　69，　124　（1948）．
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　　　e）　KHL”PO4　9．078　g
　　　　　Aq．　dest．　1，000　ec
　本実験には上記のa），．b），　c），呼物を8＝5：3の割合・に混
合し，ザイヅで濾過滅菌を行ったものを使用した6この比
率で混合した液のpHは劇痛7．0士0．2以内である。
　1）霊液のpHの影響：培液Ful七〇n氏液の緩衝液の
比率を変えてpH　6．0，6．5，6．8，7．2，7．6，8．0の6群を作り，
試験管に1．Occ二分注した。
　培養組織：卿化ag　13日卵の漿尿膜を洗恥し，約2×2
cmの大ぎさに切りその1片を各試験管の汁液に浮游させ
た。
　ウイィレス：三沢株を発育卵の漿尿膜腔に接種培養した
漿尿液を用い，培液中のウイルスの濃度が1凝集単位とな
るように加えた。ウイルスをこの濃度に含む汁液を37℃
に放置すると，Hoyle6）が報告している如く血球凝集能は
短時間で消失し，ウイルスが増殖を開始するに従って再び
凝集が出現した。
．IRoller　tubeの廻転数及び培養旧聞：試験管を納めたド
ラムを工時間25回の速度で廻転しながら48時間培養し，
培養終了後組織片を除いた面高について鶏血球に対する凝
集価を測定した。
　成績：Table　1の如く培液のpHが6．0の揚合にはウィ
ルスは全く増殖しないが，6．5から増殖が認められ，7．2に
おいて全例に凝集価の上昇が見られる。しかし7．6より再
び低下し8．0に至ると殆ど増殖が認められない。即ちこの
威績より培液の至適pHは72と推定される。
Table　1．　The　Rise　of　Hemagglzetinin
　　（C．C．A．）　1thters　at　Various　pulil
　　　　qアNtetrz’ent　FZ幅（ls
Hemagglutinin　tlter
晶ペニシリンを培液1ccに対し10単位，ストレプトマイ
シンを10rの割合に加えた。他はすべて前項の実験に準じ
た。
　成績二Table　2に示す如く培液を2ccとした時の凝集
価は1ccの場合に比べてやや低く，これは抗生剤を添加
しない時に特に著明である。また抗生剤の増殖抑制作用は
培液が1ccの場合1こおいてかなり著明であるが，2ccの
時には大差がない。即ち培液の量の少ない方が凝集価は高
く現われる傾向がある。またこの濃度のペニシリンとスト
レプ．トマイシンにより，ウイルスの増殖は或程度抑制され
るが，表に示すようにこの程度に抗生剤を添加しても，ウ
イルスの増殖が確実に証明されることと，これにより実験
が安全に行われることから，以下の実験はすべて培液に上
記の濃度にペニシリンとストレプトマイシンを添加した。
　3）漿尿液の影響：発育卵の漿汁液，羊永田の体液がイ・
ウイルスによる血球凝集を抑制することが知られている
が7），Roller　tubeの培液に漿尿液を混じてウイルスを培
養した際，凝集価の上昇に如何なる影響を与えるかを観察
した。培液に赤化第12日卵から採取した漿尿液を100，50，
20，5％の割合に加え，他はすべて前項の条件に準じたウ
Table　2．」聯。虚〔ゾtんθAddition　qプAntibiotics
　　αnd・（～f　the’4mountげNtetγient　Fluids
　　　　o？¢古んeRise伽ασ∠4．　Titers
Anti－
biotics
added
Control
pH　of
fiuid
Number
　oftubes???。轟。国・・4・?????? ??
Amount
of　fluid
1　ce
2　ce
??
1　ce
2　ce
Number
of　tubes
?
?
Hemagglutinin，titer
4　1　8　1　16　1　32　1　64　L128
?
o
l12
????????「?????
o
OIO
?
???
16
?
32
　2）培液の量及び抗生物質の影響：他の条件を一定にし
て培液の童を変えた場合，及び雑菌の発育を防止するため
に培液に抗生物質を添加した際に，ウイルスの増殖がどの
ように影響されるかを観察した。即ち培液の量を．1cc及
び2ccの2群とし，各群をさら1＝　2心してその1部に結
10　Units　of　peniellin　and　10　r　of　streptomyein
were　added　to　eaeh　ee　of　the　fiuid．
Table　3．彦伽。⑩μんθ五ddition　qズChorioallαntoic
　　　　万，伽棚0％仇θRise⑳Zσ．0．過．　TzteγS
Allan一
七〇ic
fluid
（％）
100
50
20
　5
Con－
trol
　　　LNum－1
ber　of
tubes　l　1
?????
Hemagglutinin　titer
?
8　10
2 41s［i6i32????
o
?????
o o　lo 1
?．…??
2
1 81256
0　10
0　LO
113
1　12
2 3
6）　一Hoyle，　L．：　」．　Hyg．　48，　277（1950）． ．7）　Hallauer，　C．：　Hbd，
　　141　（1950）．
d．　Virusforseh．，　Erg．一Bd．　2，
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イルスの培養を行った。
　　成績lTable　3の如く漿尿液のみを培液とした場合
は，原液において血球凝集と類似の像を認めるが，この際
はウイルスを加え．ないで放置しても試験管底に微細な穎粒
が沈澱することを認めたので，これがウイルスによる頁の
」血球凝集像であるかどうかは疑わしい。20％に加えた場
合にもなお凝集価の上昇度の低いものが見られ，5％で初
めて対照群と同程度の上昇を示した。
　4）鶏胎エキスの影響：鶏胎エキスが組織及びウイルス
の増殖を促進することは，すでに知られているが，同時に
鶏胎エキスはイ・ウイルスによる血球凝集を抑制する作用
があるといわれている7）o従ってウイルスの増殖を血球凝
集反応によって判定する際，胎児エキスの作用は無視でぎ
ないと思われるのでその影響を観察した。騨化13日卵の
鶏胎の頭部を除き，等量のFulton氏液を加えてホモジナ
イザーにかけた後弓心してその上清を十四に100，50，10，
5％の割合に加え，前項と同じ術式でウイルスを培養した。
　成績：Table　4に明かなように，100％即ち培液の代り
に鶏胎エキスを用いた時の凝集価の上昇は著しく少ない。
50～5％の割合に加えた際にも凝集価は上昇するが，エキ
スを加えない対照群に比べると明かに低い。即ち鶏胎エキ
スの添加によりウイルスの増殖が促進されることは事実と
しても，これを血球凝集反応によって判定する際には，エ
キスの添加は適切ではない。
Table　4。　聯。捜μんθ’4dditionげ（］h・御6π
　　EmbryO飾‘γ鰯on伽Rゼsθ伽7’伽γs
Chicken
embryos
extract
　（％）
100
50
10
　5
Number
　oftubes
?????
controi　1　s
Hemagglutinin　titer
il’　’2”・」　4－lr－8
???
o
?
o o
?
o
i6　r35！’B4
?ilo210
2
?
o
?
3
　5，）鶏血清の影響：組織培養の際培液の1成分として
各種動物の血清が使用されており，イ・ウイルスの培養に
おいてもPearson等1）は培液1こ鶏血清を，またWeller
響）は牛血清を添加しているので，私も鶏血清のイ・ウイ
ルスの増殖に及ぼす影響を観察した。数羽の成鶏から採取
した血清を混合した後に2分し，1部は二二のまま，1部
は56”C，30分加熱し非仇性化して，これを培液に50，10，
』5，1％の割合に加え，前項に準じてウイルスの培養を行っ
た。
　成績：Table　5の如く培液に鶏血清を加えた場合には，
それが同性なると非油性なるとを問わず，また加えた血清
の量の如何にかかわらず，培液の凝集価は対照群に比して．
Table　5。　Effect（ゾtんθAdClitions　Of　Aθttve　and」㎞α06励α擁
　　　　Chtcken　Serum　on　the　Rtse　in　C．C．A．　Titers
Chieken　serum’
Not　heated
Heated　at　56’C
for　30　min．
i％s’
50
10
5
1
???『?
Control
Number　！
of　tubes　i
?????
1
????
2
Ilgtlu｛｝ggiu1imaggluti．tln．“／ter
4 8 16 32
9
????
o
??????
o
?
?
o
??
??
o
??
??
1
??
??
2
??
???
2
64
??
?
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著しく低い。血清を非仇性にすると，抑制作用はやや減弱
するよ5であるが，1％に加えた場合においてもなお対照
群に比べて明かに低い。
B．培養組織に封ずる條件
　前章において二三に対する至適条件を観察したので，弐
に培液の条件を一定に保ち，培養組織の条件を変化させて
ウイルスの増殖を観察した。　　　　　　　　　　　’
　1）漿尿膜の獲三日藪：培養組織として用いる漿尿膜の
発育日数とそれのウイルス増殖能力との関係を観察した。
騨化後，9，11，13，15，19日目の発育卵からi漿尿膜を採取：
し，それをおのおの約2×2cmの大きさに切り，その1片
を1ccのFulton氏液（pH　7．2）．に浮游してウイルスを接種
4 藤谷　　Roller　Tubeによるインフルエンザ・ウイルスの培養 木し幌医誌・1955
．した。その他はすべて前章に準じた。
　成績：T＆ble6に示すように9日卵の漿尿膜を除いて何
れも凡そ同程度の凝集価の上昇が認められるが，表の成績
では11日卵の漿尿膜が最も良好のように思われる。しか
しRoller　tubeを用いて集団的に血清中和抗体を測定する
際には，多数の漿尿膜を必要とし，また後に述べるよ5に
組織の大きさを増すに従ってウイルスの増殖も高い傾向が
あるので，培養の手技，経費等から考えると15日前後の漿
尿膜を用いるのが合理的と思われる。
Table　6．　Comparisons　of　the　Rise　in　C．C．A．
　　IT（iters　with　Chorioa・llantoic　Mem6rthnes
　　　αt7α幅。窃s　Stαges伽∬α疹。’占伽9
8の如くである。即ち培養組織として0．5xO．5　cmの漿尿
膜1片を用いた場合には，三二の量を加減しても凝集反応
は陰性であるが，組織の大ぎさを1×1cm以上にすると初
めて凝集価の上昇が見られ，組織片2×2．　em，培液1ρcと
した時に最大の上昇を示した。しかし組織の大きさをこれ
以上大とし，これとともに培液の量を変化しても，そのた
め凝集価が特に上昇する傾向は認められなかった。．
　Table　8．　Quantitative　Relationsh’ip　Between　the
　　　Size　of　Chorioallantoic　Membrane　and
　　　　　thla　Amount　of　Nutrzent　Muid
　　　　　　　Against　ViTzes　GTowth
Days　1　Nurn－
　of　1　ber
batch－1　of
ing
??????
　　　　　　　Hemagglu七inin　titer
i．tuO．b．；psl．qgpttL．1，l　g’d．L’1．ii！l－l！l‘［8111－1’gj一！z6132
??????? ??? ?????? ???????
64
? ????
Size　of　allan七〇ic
　membrane
　　　（em）
2×2
2×2
1xl
　1×1
0．5×O．5
0．5×O．5
Amoun七
〇f　fiuid
　（ec）
?????
　Rise　of
C．C．A．七iter
????
　2）漿尿膜の大きさ：15日卵の漿尿膜を約2x2cmの
大きさに切り，．1部はそのまま培液に入れ，1部はこれを
さらに細切した後にその全量を培液に入れてウイルスの増
殖の状況を比較した。
　成績：Table　7に見るように同じ面積の漿尿膜を用いた
場合には，それが1箇の組織片でも，さらに著しく細切さ
れた状態でも，ウイルスの増殖には認むべき差異がない。
しかし細切した組織を用いると，後にウイルスの増殖を判
定する際の手技が繁雑になるので，実際には適切でない。
Table　7．　Effectげtん召8初θ（ゾChOrioαllα？ztoic
　　JTIfembγα？Z召0？Z　tんθRise伽C．CA．　T・iters
Size　of
allan七〇icmembrane
困。mb。■
16i””vaMbUek　i’　s
He血agglutinin　ti七er
　Mineedes
Standard　size
???
16
?
32
????
64
?
128
?
　ac　Standard　size　membrane　（2　×　2　cm）　was　minced　．
　　finely　and　suspended　in　nutrient　fiuid．
　3＞培液と漿尿膜との量的關係二以上により培養組織と
しての漿尿膜に対する条件が明かになったので，これと前
章で観察した培液の条件とを考察し，イ・ウイルスの増殖
に関する両者の量的関係を求めた結果を綜括するとTable
C。Roller　tubeの廻輻速度
　Roller　tubeは本来組織片を交互に培液と立野に接触さ
せるために考案されたものであるが，私の場合は組織片を
培液中に浮游させて行ったので，』この際のRoller　tubeの
廻転は細田片と汁液を持続的に振盗するためと解すべき’で
ある。よって私は廻転速度がウイルスの増殖にどのような
影響を与えるかを知るために，．先ず1×1cmの漿尿膜の1
片を1ccの培液に浮游し，1時開10廻転の速度でウイル
スの培養を試みたが，5本の試験管の中2本は72時間に至
るも血球凝集を示さず，漿尿膜の大き’さを1×2cmとして
も結果は殆ど同様であった。しかるに同じ条件で試験管の
廻転を1外聞25回に増したところ，Table　9に綜濡して示
したようにウイルスの増殖が著しく旺盛となった。また同
じ条件でウイルスを接触した試験管を5。の角度に傾斜し
て卿卵器内に瀞涌した際には，48時間に至っても培液は血
球凝集を示さなかった。以上の成績から，Roller　tubeを
用いてイ・ウイルスを培養する際には，試験管の廻転速度
を高めることが極めて重要である。
　D。Roller　tubeによるインフルエンザウイルスの増殖
　　　朕況
　接種されたイ・ウイルスが時間の経過とともに増殖する
状況については，発育鶏卵Tl）・s），　Maitland下等5）・9・），10）V：
8）　Green，　R．　H．　＆　Freymann，　M・　W．　：　Proc．　Soc．　Exp．
　Biol．　＆　Mod．　71，　476　（1949）．
9）　Magi11，　T．　P．　＆　FTancis，　T・　Jr．　：　J．　Exp．　Med．　63，
　　803　（1936）．
10）永田・他：Virus　3，198（1953）．
7巻1号 藤谷一一Roller　Tubeによるインフルエンザ・ウイルスの培養 5
よつて研究されているが，Roller　tube及び類似の三二を
用い且つ培液を更新せずに長時間に亘ってこれを観察した
報告は：Fulton等2）及び長沢忌めの記載を見るのみである。
よって私はRoller七ubeを用いてこの点を観察するととも
に，培液の凝集剤が最高に達する時聞A4、条件を求めた。
　實験1騨化15日目の卵から2x2cmの漿尿膜片を作
り，pH　7．2のFul七〇n腸液1CGに浮游した55本の試験管
に三沢株ウイルスを最高濃度がユ凝集単位となるように接
種し，1時間25回転のRoller　tubeに納めて，以後3時聞
毎に5本宛を抜ぎ出して各試験管毎に培液の血球凝集価を
測定し，その幾何平均によってウイルスの増殖状況を観察
した。
　成績：Fig。1に示す如く接種後15時間までは培液は血
球を凝集しないが，18時聞に至って，4倍の凝集価を示し
27時閻目より急激に上昇して39時間で最：高64倍に達し
た。しかしその後は再び急激に低一ドして45時開目には，25
倍の凝集価を示すに止まった。
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Fig．　1．　Growth　curve　of　infiuenza　virus　based’
　on　C．C．A．　titers．　Each　titrations　was
　　　performed　with　unchanged　fluids
　　　　pooled　from　five　test　tubes．
り孤高に凝集反応が出現し，以後階段的に上昇して45時
間目に頂点に達するが，その後は51時間目に至るまで再
び低下しており，この間のウイルスの増殖状況は前実験で
観察したところとよく一致している。しかしさらに培養を
継続すると，図に見るように63時問目及び72時間目前後
にかなり急激な凝集価の変動が認められ，観察の終了した
87時問目には最高256倍の凝集価を示した。
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　實験2前の実験では各時開の測完埴は任意に抽出した
5本宛の試験管について求めたものであるから，凝集価の
出現上昇が各試験管に与えられた初めの無条件によって著
しく異なる場合には，前述の方法では真のウイルスの増殖
状況を知ることは出来ない。よってこの点を考慮して前実
験と同様に調製した，60本の試験管を30’本舗の2群に分
け，各群に12時閥の問隔でウィルスを接種してRoller
七ubeに納め，同一群の試験管から3時間毎にそれぞれ約
0．03cc宛の培液を汲み出して混合し，これについて血球凝
集価を測定した。この方法によって長沢の述べるように培
液が半減するまで継続しウイルス接種後87時間目まで連
続測定した、．
　成績：Fig．　2に示す如く前回と同様に接種18時間目よ
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Fig．　2．　Growth　curve　of　influenza　virus
　Based　on　C．C．A．　titer．　Each　titration
　　　was　performed　with　unehanged
　　　　fiuids　from　30　test　tubes．
E．培地の保存條件
　漿尿膜をFul七〇n氏液に浮游した培地が，保存の条件に
よりどの程度まで使用に耐えるかを観察した。即ち上述の
条件に従って調製した培地を，十4℃の冷庫及び37℃の卿
卵器申に保存し，48，120，168時聞後にそれぞれ2本宛取
出し，ウイルスを接種して培液の凝集価の上昇を測定した。
　成績：Table　9の如く4℃では48時間後においても凝
集価の．と昇が著しく，調製直後のものと同等であるが，120
時明に至ると成紀は不同となり，168時聞では著しく凝築
能が低下している。
　37℃の卿卵器中に保存した場合には，48時開ですでに
増殖の認められないものが現われ，120時間後には全く増
殖能力が消失している。即ち本培地は4℃に保存すれば，
48時聞までは使用に堪えるように思われる。
F。Roller　tubeと獲育におけるウイルス増殖能の比較
　同量のウイルスをRoller　tubeと発育卵を用いて培養し
て，ウイルスの増殖能力を比較した。三沢株を接種培養し
た漿尿液を，Fulton二二で1単位の凝集価を示す如く稀
釈したものをウイルス原液とし，これを10倍階段稀釈し
て各稀釈液0．1ccを5本のRoller　tube及び4個の発育卵
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漿尿膜腔に接種し，48時間後に血球凝集反応によ’つてそれ
そそのウイルスの増殖を判定した。
　成績：Table　10に示す如く階段稀釈を行った赤血球凝
集価210のウイルスについて，Roller　tubeでは240　x　10一？s
ですでに1本がウイルスの増殖を示さず，240×10－aで全
部が凝集反応陰性であった。しかし全道の場合には240×
10一‘iまで4箇中4箇ともイ・ウイルスの増殖を認め，さら
に高度の稀釈においてもその増殖を示した。即ちRoller
tubeは全卵に比べてイ・ウイルスの増殖がかなり劣ってい
る。従って本法を用いる際には接種ウイルスの量を十分に
考慮する必要のあることを知った。
Table　10．α）卯α7・ぜson（ゾRoller　TLebeα蜴伽
　　　Ovo　Czeltivat’ion　of　Jn．IZteenuai　viT2es
Inoculum　of
seed　virus
Growth　of　virus
Roller　tube
240×lo一：i
”　×10－4
り×10－5
”　×IP－6
，，×10幽7
”×10－s
”　×lo－t
4／5
2！5
0／5
0／5
0／5
0／5
0／5
Developing　e．org
4！4
4！4
3／4
3／4
2／4
1／4
1／4
　　　　　　　　　　考　　　按
　イ・ウイルスのガラス器内培養については多数の研究が
あり，培養条件11）・12），ウイルスの増殖状況1、tr，）・9、，ワクチ
ン製造に対する応用t3）・14）等について研究されている．し
かしこれを血清中和抗体の測定に応用したものはMagill
等15）Fulton等2）の報告の（一t［11LS極めて少ない。またその方
法についても従来のLi＆Rivers法，　Maitland法は培地
の調製や測定の際の手技の点で，多数の血清を対象とする
時には適切でない。
　これに対してRoller　tubeでは同r面こ多数の血清を検査
し得るのみでなく，抗体の測定に培液の血球凝集能を検す
ることによって，測定が簡易に行えるので，この方法は上
記の目酌には極めて適切なものと思う。よって本報では特
にRoller　tubeを申和抗体の集団的測定に応用する際の諸
条件について検討したが，私の成護において重要と思われ．
る点について考察して見たい。
　先ず組織培養に使用する血液であるが，従来Hanks氏
液J「），Simm氏液1）・り，　Tyrode凝血1）・9）・11），生理的食塩
水1）・2）・10）及びこれらを基質とした諸種の液が考案されて
いる。私は予備実験の際，Tyrode氏液を用いて，イ・ウイ
ルスがよく増殖する事を認めたが，培養を長期間継続する
と，Tyrode氏液ではpHの変動が著しいのに対しFulton
五三ではpHが殆ど恒常に保たれることを知ったので，本
実験ではFulton氏液を使用した。
　次に培養組織の種類及び糧織片の装着の方法についても
種々の研究があるが，Pearson等，　Fulton等，長沢等の
成経‘に基づいて組織として発育卵の漿尿膜を用い，これを
培回申に浮游する方法を採用した。漿尿膜のウイルス増殖
力は騨化11～19日の卵では何れも良好で，卿化日数によ「
る差は認められない。，この際上酒の量と組織片の大きさ及
び試験管の廻転速度が問題となるが，私の成縞では培液1
ccに2×2cmの漿尿膜の1片を浮游し，1時言25廻転の
速度で培養した際には恒常的にウイルスの増殖が認められ，
11＞Smi七h，　W．：Bri七．」．　Exp．　Path．16，508（1935）．
12）　Enders，　J．　F．　＆　Pearson，　H．　E．　：　Proc．　Soc．　Exp．
　　Biol．　＆　Med．　48，　143　（1941）．
13）　Francis，　T．　Jr．＆］Maagill，　T，　P．二　J．　Exp．　Med．65，
　　861　（1937）．
14）　Eaton，　M．　D．：　」．　lmm．’39，　43（1940）．・
15）　Magill，　T．　P．　＆　Francis，　T．　Jr．　：　J．　Exp．　Med．　65，
　　861　（1937）．
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凝集価の上昇度も良好であった。この方法によれば購化15．
日卵1箇から最小限10本の培地を作ることが出来，中和
抗体の測定に全割を用いる場合に比べて費用が著しく節減．
される。
　Fulton等2）は同じ面税の漿尿膜でもこれを細切すると
ウイルスの増殖能が二一ドすると述べているが，私の場合は
特に著しい差異は認められなかった。しかし培液の凝集価
を測定する際に細切した組織を除くことは繁雑なので，実
際上は適当でない。
　組織培養の際胎児エキス，及び各種動物の血清が，組織
の発育を促進することが知られており，イ・ウイルスの培
養においても，Pearson等s）は鶏胎エキスと鶏血清を，
Weller等5）は牛血満を培地1こ加えて使用している。しか
し他方においてこれ等の物質中には，ウイルスによる血球
凝集を抑制する作用があることも明かにされているので71，
イ・ウイルスの増殖を並i球凝集反応によって判定する場合，
このような物質を添加することの適否が問題となる。私の
成績では培地1こ胎児エキス，鶏血清，漿二二を加えた際は
すべて抽出の血球凝集価の上昇が抑制されており，このこ
とからたとえウイルXの増殖がこれらの物質によって増強
されるとしても，上記の判定法を用いる時には不適当であ
ることを知った。その口話に注同されるのは鶏血満による
抑制作用である。
　Enders等且2）によれば鶏にイ・ウイルスを感染せしめて
も，血清中に巾和抗体は生じないとさ濠XているのでJこの
抑制が自然感染による特異的抗体の作用によるものとは思
われない。従ってその原因としては目蒲中の非特異的因子
の存在が考えられるが，血満を非仇性にしても抑制作用に
は殆ど影響がない点からすれば，その本態はFrancisの唱
える耐熱性抑制因子によるものでけないかと推定される。
　ガラス此内に培養したイ・ウイルスの増殖状況について
は多くの研究があるが，島影を遅漏せずに長期間に亘って
凝集価の消長を観察した報告は少ないようである。私の成
績によれば培液の凝集価はウ．イルス接種後18時犀日で出現
し，急速に上昇して40時間前後で頂点に達した後1時低
下するが，その後はかなり著明な変動を示しながら，約90
時間までは柑当に高い凝集価を維持していることを知っ
た。凝集価の出現の時期及び最：初の極値に達するまでの時
間については，Maitland法によるWeller等5）の成績及び
Li＆RiverS法を用いたMagill等9）の成績と概ね一致し
ているが，長沢等3）がRoller　tubeを用いてウイルス接種
後6蒔問で凝集価の出現を見ているところと比較すると，
私の場合はかなり出現が遅いようである。これは培養上の
条件や使用したウイルスの種類等にも関係するものと思
う。
　Magill等9）はマウスに対する感染力を標示として，培液
中のイ・ウルスの増殖は36～48時闇で極値に達し，72時
聞以後漸次低ドすると云っているが，培液の凝集価を標示
とした私の成績では，約40時聞で極値に達した凝集価は
1時低下するが，時間とともにそのまま消失せず，不定の
昇降を示し乍ら約4日目までは16倍以上の値を保持して
いることを知った。このよ5に培液を更新せず1こイ・ウイ
ルスを長時間培養した際，培液の凝集価が著明に変動する
ことは，原因は不明であるが興味ある所見と思われる。
　衣にウイルスの接種量とその後の増殖状況の関係につい
ては，Pearso夏等bは両者の間に特に関係はないといって
いるが，Ful七〇n等2）は接種量を或る程度以下に減じると，
発育卵の漿尿膜腔に接種した際セこけ明かに増殖するが，
Roller　tubeでは増殖が認められないことを報告している。
　私の場合においても新鮮なウイルス液の示す凝集価の約
1／2，400以下の量では，発育卵内では容易に増殖するに対
し，Roller　tubeでほ増殖を認めることが出来なかった。し
かしウイルスの増殖機序1こ関する現在の説，及びSmithll）
Pearson等1）の成績から，培凝鮒のウ．イルスの量は，組織
中のそれに比べて少ないと考えられるので，これを以て
Roller　tubeに増殖し得るウイルスの最小接種量とするこ
とは出来ないが，本法を用いる際の凡その基準が明かにな
ったと思う。
　私の実験では最適の条件を与えた場合において
も，凝渠価の上昇は高々256倍に．止まっており，
他の報告に比較してウイルスの増殖が少ないよう
に思われる。しかし私が用いた三沢株は発育卵に
接種した際でも，漿尿液の凝集価は時にz　1，024倍
を示す程度であって，P．R・　8，　Lee株等な：ど比べる
と三沢株は凝集素の産生が著しく低いウイルスと
思われる。しかしかかる性状のウイルスでも，上述
の条件を与えることにより恒常的にRoller　tube
内で増殖させることができた。
結 論
　血清中和抗体を簡単に測定すべく，Roller　tube
によるイ・ウイルス培養の最適条件を決める2，3
の基礎実験を行い，次の如き’成績を得た。
　1）Fulton氏液の培養至適pHは68～7．2で，
しかも長時間の培養でもpHの変動はない。
　2）　鶏血清または鶏胎児エキスを加える時は，
」佃求凝集価の上昇は阻止される。
　3）Fulton氏液1cc中に2×2cmの漿尿膜を
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入れた培養基はウイルス発育に最適の条件であ
る。
　　4）Roller　tubeの廻転速度はウイルス発育に
非常に影響し，各試験管に恒常的なウイルス発育
を望むためには，少なくも1時間，25廻転が必’要
であ．る。
　　5）　Roller　tubeの培液．を更新せずにイ・ウイ
ルスを長時間培養して，培液．の凝集価の消長を観
察した。その結果凝集価はウイルス接種後18時
間で出現し，40時間目に最高値に達した後やや急
激に下降するが，以後87時間目まで著明な変動
を示しながら比較的高い値を保って経過した。
（fi召禾029．12．23受f寸）
Summary．
　　　　An　investjgation　was　conducted　to　determine　suitable　methods　by　which　to　cultivate
influenza　virus　in　Roller　tube　in　order　to　simplify　the　titration　of　serum　neutralizing
　　　Misawa　strain　of　influenza　virus　（A　prime　type）　cultivated　repeatedly　in　eggs　was
used．　Tissue　culture　was　developed　using　Fulton’s　solution　with　a　single　fragment　of
choriQallantoic　membrane　（incubated　from　14－16　days）．　The　growth　of　virus　was　deter－
mined　by　the　rise　of　hemagglutinin　titers　of　the　nutrient　fiuid．　Optimum　pH　of　the
nutrient　fluid，　effects　of　the　addition　of　chicken　serum　or　embryonal　extract，　adequate
relationship　between　the　amount　of　the　nutrient　fluid，　and　the　size　of　the　tissue　frag皿ent
to　promote　the　virus　groWth　were　exa　mined．
　　　　Results　obtained　were　as　follows．
　　　　1）　Fulton’s　solution　of　pH　6．8－7．2　was　found　to　been　excellent　nutrient　fluid　for　the
cUltivation　of　influenza　virus．　pH　of　this　fluid　was　a1皿os亡cons亡ant　during　Proエonged
cultivation．
　　　　2）Addition　of．　chicken　serum　or　chicken　e皿bryonal　extract　to　the　nutrient　fluid
inhibited　the　rise　of　hemagglutinin　titers　，everi　when　the　amount　of　serum　or　extract　was
small．
　　　　3）Cu工ture　media　consisting　of　l　cc　of　Fulton’s　solutioll　in　which　one　piece　of　cho－
rioallantoic　membrane　of　2×2cm　in　size　was　suspended，　is　considered　to　be　adequate　for
growth　of　virus．
　　　　4）　Velocity　of　the　rotation　of　the　Roller　tube　had　a　great　influence　on　the　virus
growth．　lt　was　noted　that　a　minimum　of　25　rotation　per　hours　was　required．
　　　　5）　Growth　curve　of　the　virus　waS　examined　by　means　of　hemagglutinin　titration
against　pooled　nutrient　fluid．　The　seperate　fiuid　were　not　renewed，　in　other　words，　no
addition　were　made　to　original　nutrient　fluid．　Hemagglutinin　appeared　at．18　hours　after
virus　inoculation　and　the　titer　rose　until　about　40　hours，　then　decreased　somewhat　rapidly，
but　thereafter　the　titer　showed　rerr］arkable　fluctuation　up　to　87　hours．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｛Received　Dee．　23，　1954）
